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Bevezetés 
 
 
Az inhalációs altatószereket évtizedek óta használják a műtéti anesztézia biztosítására. Az 
elmúlt évtizedekben az aneszteziológia eszköztára jelentős fejlődést tudhat maga mögött és az 
inhalációs narkotikumok is egyre biztonságosabbá váltak. A műtő személyzetének 
expozíciója és ezzel együtt a lehetséges egészségkárosodások kialakulása azonban a mai 
napig vizsgálatok tárgyát képezik. Az általunk tervezett vizsgálatokban arra igyekeztünk 
választ keresni, hogy az Izofluránnak, ennek a gyakran használt inhalációs anesztetikumnak 
van-e hatása olyan gének expressziójára, melyek szerepet játszanak a karcinogenezisben és a 
programozott sejthalálban. Ezekhez a vizsgálatainkhoz állatmodelleket használtunk. 
Bizonyítani kívántuk továbbá, hogy az altatógázok krónikus műtői expozíciója a tartósan 
érintett dolgozók esetében okozhat olyan szubjektív panaszokat és alakíthat ki esetlegesen 
krónikus betegségeket, melyek ennek a hatásnak tudhatóak be, és objektív alapokkal bír. Így, 
az általunk tervezett vizsgálatok végül, a munkahelyi prevenciót és az expozíció csökkentés 
lehetőségeinek bemutatását szolgálják. 
Áttekintve az Izoflurán metabolizmusát és toxikológiáját az is érthetővé válik, hogy a 
feltételezett génexpressziós változások, milyen hatások miatt alakulnak ki, és a molekuláris 
változások, hogyan hozhatóak összefüggésbe a potenciális karcinogenezissel. 
 
 
Az Izoflurán tulajdonságai, metabolizmusa és toxikológiája 
 
 
Az Izoflurán egy nem gyúlékony folyadék, mely vaporizátorral adagolható, általánosan 
elterjedt anaesztetikus hatású szer. 1 kloro-2,2,2 trifluroetildiflurometil éter. Az Izoflurán egy 
tiszta, színtelen, stabil folyadék, mely nem tartalmaz sem kémiai stabilizátorokat, sem egyéb 
adalékanyagokat. Illata enyhén szúrós.  
Az Izoflurán molekulaszerkezete a terminális etil szénatomon elhelyezkedő három fluor atom 
következtében nagyfokú kémiai stabilitással jellemezhető, kémiai és fizikai reakciókba 
nehezen vihető, fémekkel nem lép reakcióba, sóoldatban, illetve UV fény hatására is stabil 
marad. A Halothán alapmolekulához képest az Izoflurán esetén a klór lecserélése fluorral 
tovább csökkentette a vér/gáz megoszlási hányadost, aminek a még gyorsabb anesztézia 
beállás és „lecsengés” lett a következménye. A ritkán észlelhető vese és májtoxicitás az 
Izoflurán esetén is a trifluorecetsav metabolit általi fehérje acetilezés következményének 
tulajdonítható. Az Izoflurán a citokróm P450 2E1 enzim által katalizált mikroszómális 
defluorináción is keresztülmegy. A felszabaduló ionos és nem ionos fluorid termékek tehetők 
felelőssé a DNS károsodásból, lipid peroxidációból, antioxidáns deplécióból és adduktum 
képződésből fakadó további biológiai hatásokért. 
Az Izoflurán viszonylag kismértékben metabolizálódik az emberi szervezetben. 
A posztoperatív periódusban csak 0,17%-a mutatható ki a vizeletben metabolit formájában. 
A minimális biotranszformáció és az Izoflurán alacsony vér/gáz megoszlási koefficiense 
eredményezi, hogy az Izofluránnak az a mennyisége, amely a zsírszövetben raktározódik az 
anesztéziát követően, a későbbi metabolizmusa során intermedier vagy toxikus metabolitokra 
bomlik. 
Az Izoflurán metabolizmusát a CYP2E1 katalizálja. A folyamat egy reaktív köztitermék 
képződésével (trifluoro-acil-difluoro-metil-észter) zajlik, amely vízzel reagálva trifluor-
acetecetsav és nem organikus fluoridionok keletkezésével bomlik. 
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A trifluoro-acil-difluoro-metil észter és a trifluoracetecetsav is képes a CF3CO metabolit 
hapténon keresztül kovalensen kötődni a máj lizintartalmú fehérjéihez, így módosított fehérjét 
eredményez, amely a szervezet részéről immunreakciót vált ki. Ez a mechanizmus szolgál a 
hepatitisz kialakulásának hátteréül. A metabolitok kiválasztása a tüdőn és vesén keresztül 
zajlik. A szérum szervetlen fluorid tartalmának átlagos csúcskoncentrációja kisebb 5 µmol/l 
értéknél. A csúcsértékek kb. 4 órával az anesztézia után jelennek meg és 24 órán belül az 
értékek általában normalizálódnak. Körülbelül 50 µM/L az a szükséges fluorid szint, amely 
akut vesetoxicitás kialakulásához szükséges. 
 
 
Molekuláris epidemiológiai megfontolások 
 
 
A molekuláris epidemiológia a modern molekuláris biológia eszköztárával az expozíció és a 
klinikailag manifesztálódó betegség közti összefüggés korai folyamatát tárja fel biomarkerek 
segítségével. 
Magyarországon a műtői altatógáz expozícióval kapcsolatos, munkahelyi biztonságot 
szabályozó, ezáltal prevenciós intézkedéseket megteremtő rutinszerű eljárások, illetve az 
ezeket meghatározó jogszabályok hiányosak. Ezért is rendkívül fontos, hogy az expozíciós 
ágens okozta potenciális biológiai hatást, a korai választ adó molekuláris epidemiológiai 
markerekkel monitorizálni lehessen. Ahhoz, hogy rutinszerűen működő, munkahelyi 
biztonságot szolgáló prevenciós intézkedéseket magába foglaló eljárás legyen, először 
állatkísérletekben kell a molekuláris epidemiológiai vizsgálatok munkahelyi expozícióra való 
érzékenységét és hatékonyságát bizonyítani, a megfelelő korai biológiai markereket 
felkutatni. Kézenfekvőnek tűnik az inhalációs altatószerek esetében is, a szervezetet ért 
bármilyen stressz kapcsán egyes onko/szuppresszor kulcsgének vizsgálata. 
A módszer természetesen a betegséget előidéző tényezők (fizikai, kémiai, biológiai) és az 
emberi szervezet egyéni érzékenységét meghatározó tényezők (genetikai, epigenetikai, 
immunológiai, tápláltsági, stb.) vizsgálatára egyaránt alkalmas, így lehetőséget nyújt 
gyakorlatilag számos fertőző és krónikus nem fertőző betegség hatásmechanizmusának 
feltárására.  
Az Izoflurán hatásainak vonatkozásában az eddigi irodalmi adatok az expozíció markereinek 
tekinthető környezeti koncentráció és a szervezetben kimutatható metabolitok jelenlétére 
koncentrálnak, melyek a vegyület belső dózisát jellemzik. A vegyület genotoxicitására 
irányuló vizsgálatok pedig (kromoszóma aberrációk vizsgálata comet-assay és sister 
chromatid exchange (SCE) alkalmazásával), a biológiailag hatásos dózist és az Izoflurán korai 
biológiai hatását jellemzik. Vizsgálatainkban az egyes onko/szuppresszor kulcsgének 
expressziójában, illetve az inflammatorikus jelátviteli rendszerek funkciójában bekövetkező 
változásokat demonstráljuk, mely az Izoflurán által kiváltott korai biológiai hatás és a 
manifeszt betegség (gyulladás, diszplázia) közti kapcsolatot tárja fel. Eredményeink lehetővé 
teszik, hogy a korai biológiai markerek válasz-reakcióinak megismerésével a foglalkozás-
egészségügy számára egy rutinszerűen és pontosan használható, prevenciós jelleggel működő 
biológiai monitorizálási rendszert mutassunk be. 
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Célkitűzések 
 
 
Az inhalációs anesztetikumok vizsgálata során számtalan kísérlet csak az altatószerek 
organotoxicitásának tisztázására összpontosított. Nehéz azonban - az ilyen rendszeres, 
hosszútávú és küszöbdózis alatti expozíció esetén, mely az esetek túlnyomó többségében 
nyilvánvalóan nem jár organotoxikus hatással - a hosszú távú egészségügyi 
következményeket megállapítani.  
Vizsgálatainkban molekuláris epidemiológiai módszereket alkalmazva, olyan, humán 
szövetekben általánosan aktiválódó gyulladásos folyamatokban szereplő onko és szuppresszor 
gének, ezek közül is az úgynevezett kulcsgének expresszióját vizsgáltuk, melyek küszöbdózis 
alatti expozíció esetén is kimutathatóak és lehetséges biomarkerként értelmezhetők a 
karcinogenezis többlépcsős folyamatában. Génexpressziós vizsgálataink alapjául 
szolgálhatnak a krónikus inhalációs anesztetikum expozíciónak kitett populáción belül - 
elsősorban a műtőben dolgozó személyzet, illetve a krónikus, többször operált betegek - a 
daganatkockázat kialakulását illetően, és a fokozott rizikójú egyének azonosításában. A 
szövetspecifikus génexpressziós mintázat analízise pedig lehetőséget nyújt az expozíció által 
leginkább érintett célszervek meghatározására is.  
Vizsgálatainkat a legalacsonyabb organotoxicitással bíró Izofluránnal végeztük, mivel 
jelenleg ez az orvosi gyakorlatban legszélesebb körben alkalmazott inhalációs anesztetikum. 
Az általunk alkalmazott módszerekkel a fokozott, vagy akár a küszöbdózis alatti, de krónikus 
expozíció - és ezáltal a magas rizikó - hamar felismerhetővé válik, és ezek alapján a primer 
prevenció eszköztárának munkahygiénés rendszabályainak fokozott ellenőrzésével és 
alkalmazásával lehetőség lesz csökkenteni, illetve megelőzni a fokozott Izoflurán, és egyéb 
inhalációs narkotikum expozíció okozta egészségkárosodásokat.      
 
 
Vizsgálati terv 
 
 
1., Az Izoflurán in vivo génexpresszióra gyakorolt hatását vizsgáltuk a p53, c-myc, és a Ha-
ras gének kifejeződésére, H-2k haplotípusú, kémiai karcinogénekkel szemben érzékeny 
CBA/Ca egértörzsben. 
2., Az Izoflurán hatását az egyszálú DNS károsodást jelző GADD45α, az apoptózis 
szabályozásában kulcsszerepet játszó NFƙB, és a MAPK8 gének expressziójára, a CBA/Ca   
H-2
k
 egerek szerveiből vett mintákban végeztük. 
3., Kérdőíves felméréssel statisztikai adatokat kívántunk nyerni arra vonatkozóan, hogy a 
műtői altatógáz expozíció van-e hatással az ott dolgozók egészségi állapotára, az esetlegesen 
előforduló szomatikus és neurohormonális megbetegedésének előfordulására, a kognitív 
funkciók megváltozására? 
 
Vizsgálataink alapján azt a feltételezést igyekszünk bizonyítani, hogy az Izoflurán 
küszöbdózis alatti krónikus expozíciója egészségkárosító hatású lehet a műtőkben dolgozókra, 
és ez monitorozható. Ezért is kiemelkedően fontos az altatógázok kezelésével, használatával 
kapcsolatos munkavédelmi jogszabályok hiányosságára felhívni a figyelmet, javaslatot tenni 
technológiai fejlesztésekre, és további munkahelyi biztonságot növelő eljárások és 
szabályozók bevezetésére.  
A primer prevenció és az azt lehetővé tevő molekuláris epidemiológiai módszerek, a biológiai 
monitorizálás szükségességének és módszertanának bemutatása a disszertáció legfontosabb 
célja. 
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Anyag és módszer 
 
Az Izoflurán genomikai hatásainak jellemzésére tervezett kísérleti 
állatmodell 
 
 
Kísérleteink során CBA/Ca, kémiai karcinogének iránt érzékeny H-2k haplotípusú, 4-6 hetes 
egereket használtunk. Az állatok súlya 20-23,5g között volt. A CBA/Ca altörzs manapság az 
emlősökben kialakuló daganatok vizsgálatában az egyik leggyakrabban használt kísérleti 
állat, melyet hisztokompatibilitás szerint H-1a, H-2k és H-3 alcsoportokként ismerünk. A 
CBA/Ca egereket gyakran használják leukémia kutatásában, mert karcinogénekre és ionizáló 
sugárzásra érzékenyek, emellett bennük a spontán módon kialakuló leukémia aránya 
alacsony.  
Kísérleteinket a Pécsi Orvostudományi Egyetem Általános Orvostudományi Kar Orvosi 
Népegészségtani Intézetében végeztük. Laboratóriumi körülmények között, normál 
szobahőmérsékleten, átlagos páratartalom mellett, 1014 hPa átlagos légköri nyomáson. 
„Short-term” állatkísérleteinkben az Izoflurán expozíció onko- és tumorszupresszor génekre, 
mint a c-myc, a Ha-ras, és a p53, valamint az egyszálú DNS károsodást jelző GADD45α, és 
az apoptózis szabályozásában kulcsszerepet játszó NFƙB és MAPK8 gének expressziójára 
gyakorolt hatását vizsgáltuk. 
Az 1 órás Izoflurán narkózist követően, melyet 2 térfogatszázalék altatógáz belélegeztetésével 
végeztünk, a 6 fős csoportokra osztott kísérleti állatokat három különböző időpontban 
boncoltuk. A vizsgált szervek eltávolítását 3, 24 és 48 órával a narkózis felfüggesztése után 
végeztük. Külön vizsgáltuk a nőstény és a hím állatok szerveiből izolált mintákat. A hét 
általunk kiválasztott szervben, a májban, a tüdőben, a lépben, a vesében, a csontvelőben, a 
nyirokcsomóban, és a timuszban a c-myc és a Ha-ras onkogének, és a p53 szuppresszorgén 
expresszióját vizsgáltuk, azok numerikus elemzése és oszlopdiagrammon történő ábrázolása 
után. A kontroll csoportban szintén 1 órás, de 100%-os oxigén expozíciónak kitett 6-6 hím és 
nőstény egyed génexpressziójának átlagát ábrázoltuk.  
Az Izoflurán csoportban mért génexpresszió változásokat β aktin százalékban kifejezve, azt 
elosztva a kontrollal, kaptuk meg, hogy hányszoros eltérés van a két csoport között. A 
szignifikancia számításához kétszélű, kétmintás, egyenlő varianciájú t-próbát alkalmaztunk. 
Következő kísérletünk során hat csoportot különítettünk el. Három csoportnál az előző 
kísérletben végzett módon 1 órás Izoflurán narkózist alkalmaztunk, három csoportnál azonban 
kétszeresére hosszabítottuk az expozíciós időt, és az állatok narkózisát két órán keresztül 
végeztük. Az Izoflurán koncentrációját ennél a kísérletnél is 2%-ra állítottuk be. Mindkét nem 
esetében az altatást követően az első csoportot 6 óra után, majd a második csoportot 12 óra 
elteltével felboncoltuk. A kontroll csoportokat (nemenként 1-1 csoport) 1 és 2 órás 100%-os  
2 l/perces áramlású oxigén expozíciónak vetettük alá.  
Boncolás során a tüdőt, a májat és a veséket távolítottuk el. Az eltávolított szervekből vett 
szövetmintából nagy tisztaságú teljes RNS-t izoláltunk. Quantitatív real-time PCR technikával 
kapilláris módszer alkalmazásával, Light Cycler RNA amplifikációs kit segítségével 
határoztuk meg a szövetek GADD45α, NFƙB1, MAPK8 és HPRT mRNS-re vonatkozó 
abszolút nukleinsav tartalmát. Minden PCR reakciót 3 technikai replikátumban, három külön 
futási ciklusban végeztünk el. Az így kapott értékeket szövetenként és génenként átlagoltuk.  
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Humán vizsgálat kérdőíves módszerrel 
 
 
Magyarországi viszonylatban a műtői munkahelyi környezet és az aneszteziológiában 
alkalmazott módszerek egyáltalán nem mondhatóak egységesnek. Több intézmény 
bevonásával, egy anonim kérdőív kitöltetésével igyekeztünk azt felmérni, hogy a különböző 
aneszteziológiai munkahelyeken dolgozó kollégáink milyen szubjektív jeleket tapasztalnak, 
illetve milyen laboratóriumi eltéréseikről tudnak, melyeket esetlegesen a műtői altatógáz 
expozíciónak tudnak be. A kérdések összeállítása során vizsgáltuk azt is, hogy a különböző 
intézmények milyen gyakorlatot követnek arra vonatkozóan, hogy az alkalmazottakat milyen 
gyakran küldik munkaegészségügyi időszakos vizsgálatokra. A budapesti Semmelweis 
Orvostudományi Egyetem I. Számú Sebészeti Klinikájáról, a Pécsi Orvostudományi Egyetem 
Idegsebészeti és Gyermeksebészeti Klinikájáról, a Baranya Megyei Kórházból, a nyíregyházi 
Jósa András Kórházból, a Borsod-Abaúj-Zemplén Megyei Kórház és Egyetemi Oktató 
Kórház Központi Aneszteziológiai és Intenzív Terápiás Osztályáról, és a sátoraljaújhelyi 
Erzsébet Kórház Központi Aneszteziológiai és Betegellátó Osztályáról, illetve a 
kazincbarcikai városi kórházból érkeztek vissza a 40 kérdést tartalmazó kérdőívek, melyek 
értékelése Office Excel 2007 és IBM SpSS Statistics programokkal történt.  
 
 
Eredmények 
 
Az mRNS szintű génexpresszió vizsgálatok eredményei 
 
 
Az Izoflurán és az oxigén expozíció elemzéséből készített diagrammokat, a szemléletesebb 
összehasonlíthatóság érdekében, egymás mellett ábrázoltuk. A nőstényeket, illetve a hímeket 
egymás alatt jelenítettük meg. Ezek alapján minden, a disszertációban bemutatott ábra, 
tulajdonképpen négy önálló diagrammot tartalmaz. (1-2. ábrák) 
A hét leginkább exponált, illetve az altatógáz metabolizmusában, vagy a szerv funkcióját 
tekintve bizonyítottan érintett, máj, lép, tüdő, vese, timusz, nyirokcsomó és csontvelő 
szöveteiből izolált onko- és szuppresszorgének expresszióját hasonlítjuk össze, illetve az adott 
szervek szöveti funkcióját szem előtt tartva elemezzük a változásokat. 
Az inhalációs anesztetikumok organotoxicitását vizsgálva bizonyított tény a máj gyakori 
érintettsége, így az Izoflurán is indukálhat májkárosodást, akár hepatitiszt is. A máj génszintű 
érintettsége az általunk elvégzett vizsgálatban szintén markánsan és szignifikánsan 
reprezentálódott. (1. ábra) 
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1. ábra 
c-myc, Ha-ras és p53 génexpresszió β- aktin százalékban kifejezve 
1 óra Izoflurán, valamint 1 óra 100% oxigén inhalációt követően, CBA/Ca egerek 
májából 
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Ahogy azt a kísérletünk megtervezésekor már feltételeztük, a belélegzett gáz expozíciójának 
leginkább kitett tüdőkben, jelentős és szignifikáns eltéréseket észleltünk a vizsgált onko-
szuppresszor gének overexpressziójának tekintetében. (2. ábra) 
 
 
 
 
 
 
2. ábra 
c-myc, Ha-ras és p53 génexpresszió β- aktin százalékban kifejezve 
1 óra Izoflurán, valamint 1 óra 100% oxigén inhalációt követően, CBA/Ca egerek  
tüdő szövetéből 
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A gyulladásos markerek génexpressziójának vizsgálati eredményei  
 
Az 1 és 2 órás Izoflurán expozíciók után nyert adatokat a kontroll csoportok eredményeivel 
összehasonlítva, génenként külön-külön is vizsgáltuk, illetve az NFƙB, GADD45α és a 
MAPK8 gének expresszióit egymáshoz viszonyítva is elemeztük. 
Hat órával az Izoflurán expozíciót követően a tüdő és veseszövetekben mindhárom gén 
jelentős expresszió változását észleltük a kontroll csoporthoz képest. Ez a változás az NFƙB 
esetében a 2 órás, míg a GADD45α és a MAPK8 esetében az 1 órás expozíciót követően volt a 
tüdő esetében szignifikáns. Hat órával az Izoflurán expozíciót követően, a tüdőben az NFƙB 
expresszió duplájára emelkedett a 2 órás narkózisnak kitett egyedekben 2,09-szeres, 
p=0,0025, a kontroll csoport értékéhez viszonyítva. A GADD45α és a MAPK8 expressziója a 
kontrollokéhoz képest az 1 órás Izoflurán expozíciónak kitett csoportban szignifikáns 
csökkenést mutatott. A GADD45α esetében 12 órával később 0,27-szeres, p=0,0053, a 
MAPK8 génnél 6 óránál 0,42-szeres, p=0,027, 12 óránál 0,49-szeres, p=0,035. Ezzel szemben 
a vese szövetekben éppen ellentétes eredményeket figyeltünk meg. A 6 és a 12 órás 
időpontban az NFƙB expresszió a kontrollhoz viszonyítva csökkent, ez a redukció a 2 órás 
expozíción átesett csoportban mindkét boncolási időpontban nyert szövetmintában 
szignifikáns is volt. A GADD45α overexpressziója volt tapasztalható a vesében 1 óra 
Izoflurán expozíciót követően, a MAPK8 expresszió pedig szignifikánsan emelkedett volt 
azon 1 órás expozíción átesett egyedek esetében, melyeket 6 óra eltelte után boncoltunk fel 
(3,47-szeres, p=0,015). A GADD45α gén expressziója a vesében, az 1 órás expozíciót 
követően 12 óra múlva eltávolított szövetben is kifejezetten emelkedett volt, azonban a 
szignifikancia küszöböt nem érte el.  
Kísérleteinkben a GADD45α és a MAPK8 expresszió gyakran párhuzamos, míg az NFƙB 
többször is ezekkel ellentétes irányú génexpresszió változást mutatott.  
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A sejttúlélést az apoptózis gátlása révén szabályozó NFƙB gén expressziója, az Izoflurán 
altatógáz expozíciónak leginkább  kitett tüdő szövetéből nyert mintákban, 6 órával a narkózist 
követően, mindkét csoportban emelkedett volt, a kontroll csoportban számított értékekhez 
képest. A két órás expozíciót követően, ez több mint kétszeresére változott és szignifikáns 
volt (p=0,0025). (3. ábra)  
 
 
 
 
 
 
 
3. ábra 
NFƙB expresszió Hprt arányban kifejezve, 2 órás 2%-os Izoflurán, illetve 2 órás 100%-os 
oxigén inhalációt követően, 6 és 12 órával később elvégzett boncolás során nyert CBA/Ca 
egerek tüdő, máj és veseszöveteiben 
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Az egyszálú DNS károsodására aktiválódó GADD45α gén vizsgálata, az előzőekben leírt 
NFƙB antiapoptotikus génnél tapasztaltakkal több ponton ellentétes irányú változásokat 
mutatott. (4. ábra) 
 
 
 
 
 
 
4. ábra 
GADD45 expresszió Hprt arányban kifejezve, 1 órás 2%-os Izoflurán, illetve 1 órás 100%-os 
oxigén inhalációt követően, 6 és 12 órával később elvégzett boncolás során nyert CBA/Ca 
egerek tüdő, máj és veseszöveteiben 
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A GADD45α-val szoros jelátviteli összeköttetésben álló, apoptózist indukáló MAPK8 
génexpressziójának mintázata több ponton is jelentősen hasonlít a GADD45α génnél 
leírtakhoz. (5. ábra) 
 
 
 
 
5. ábra 
MAPK8 expresszió Hprt arányban kifejezve, 1 órás 2%-os Izoflurán, illetve 1 órás 100%-os 
oxigén inhalációt követően, 6 és 12 órával később elvégzett boncolás során nyert CBA/Ca 
egerek tüdő, máj és veseszöveteiben 
 
 
Kérdőíves humán vizsgálat statisztikai értékelése 
 
A kitöltött kérdőívek összegyűjtése után, 104 kérdőív értékelése történt meg. A válaszadók 
közül 27 férfi és 75 nő volt, ketten nem jelölték meg nemüket. Az átlagéletkor 41 év volt. 
Munkakörüket tekintve a válaszadók közül 59 orvos, szakorvos vagy rezidens, és 44 
aneszteziológus asszisztens vagy szakasszisztens volt. 
A kérdőívet kitöltők közül 31 fő (29,8%) kevesebb, mint 5 éve dolgozik ebben a 
munkakörben, 20 évnél régebben 37-en (35,5%) végeznek aneszteziológiai tevékenységet. 
Arra a kérdésre, hogy naponta átlagosan hány órát tölt műtői környezetben 1 fő válaszolta azt, 
hogy 1 óránál kevesebbet. Hatan (5,76%) 1 és 4 óra között, 52-en, tehát a dolgozók fele a napi 
munkaidőnek megfelelő 4-8 órát jelölt meg és 37 (35,57%) dolgozó, akár 8-12 órát is műtői 
környezetben tölt, míg hatan (5,76%) még a napi 12 óránál többet is az altatógép mellett 
tartózkodnak. A kérdőív összeállításakor azokra a kérdésekre szerettünk volna választ kapni, 
hogy van-e összefüggés a műtői, tehát altatógáz expozíciónak kitett környezetben tartózkodás 
ideje, az ott végzett inhalációs narkózisok aránya, az altatógéptől mért távolság, illetve a 
padlótól számított magasság és bizonyos szubjektív panaszok között, illetve, hogy ezek a 
faktorok befolyásolják-e az egészségi állapotot, találunk-e laboratóriumi eltéréseket. 
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Megbeszélés 
 
 
A környezeti hatásokkal szemben a sejtek intracelluláris molekuláris válaszreakciók 
sorozatával reagálnak, egyrészt, hogy a megváltozott környezeti körülményekkel szemben 
fiziológiás működésüket változatlanul fenntartsák, másrészt, hogy az őket ért környezeti 
hatásból fakadó funkcionális és strukturális károsodásokat kompenzálják. A Pécsi 
Tudományegyetem Általános Orvostudományi Karának Orvosi Népegészségtani Intézetében 
évtizedek óta folyik a környezeti expozíciók, daganatot okozó ágensek és egyéb 
stresszfaktorok molekuláris epidemiológiai vizsgálata. Így a környezetünkben, a 
munkahelyeken vagy a táplálkozási szokások kapcsán potenciálisan megjelenő, 
karcinogenezisben szereppel bíró faktorok vizsgálatára, és hatásaik elemzésére egy in-vivo 
állatmodellt fejlesztettek ki. A „short-therm” tesztrendszer alkalmazása során lehetővé vált, 
hogy az expozíciót követően néhány órával a vizsgált gének expresszójában változásokat 
detektáljunk. Az általunk kiválasztott c-myc, Ha-ras és p53 onko/szuppresszor gének, illetve 
az apoptotikus és gyulladásos markerek génexpresszióinak érzékeny változásai bizonyították 
a fenti kísérletek alapján, hogy azok, korai molekuláris epidemiológiai markerként alkalmasak 
a karcinogenezist befolyásoló környezeti expozíció monitorizálására és a sejtfunkciók 
változásának bizonyítására. 
Ahhoz, hogy eredményeinket molekuláris epidemiológiai szempontból megfelelően tudjuk 
értékelni és értelmezni, ismernünk kell azokat a bonyolult szabályozási mechanizmusokat, 
kaszkádokat, jelátviteli rendszereket, melyeket az általunk vizsgált gének által kódolt fehérjék 
befolyásolnak. A gének overexpressziója legtöbbször a fehérje szintézis fokozódásával jár, 
máskor a sejthalál bekövetkezését generálják, vagy éppen ellenkezőleg, antiapoptotikus 
hatásúak.  
 
Elvégzett kísérleteinkben kulcsgének, a c-myc és a Ha-ras onkogének, a p53 tumor 
szupresszor gén, a sejttúlélést az apoptózis gátlása révén szabályozó NFƙB, az egyszálú DNS 
károsodásra aktiválódó GADD45α és a vele szoros jelátviteli összeköttetésben álló, apoptózist 
indukáló MAPK8 gén Izoflurán expozíciót követő expresszió változásait vizsgáltuk CBA/Ca 
egértörzsben. Molekuláris szempontból ennyire részletes, a karcinogenezisben szereplő 
fehérjéket kódoló géneknek, ilyen széleskörű vizsgálatát, irodalmi adatokat figyelembe véve, 
még soha nem végezték inhalációs anesztetikum expozíciót követően. 
A nőstényeknél a korai overexpressziót legkifejezettebben a lépben és a csontvelőben 
tapasztaltuk. A 24 órával az Izoflurán expozíciót követő vizsgálatok viszont, már mindkét 
nemben és szinte minden vizsgált szervben jeleztek fokozott génexpressziót. Ebben a 
vizsgálati időpontban azonban már a Ha-ras onkogén overexpresszióját is több szerv és 
mindkét nem esetén tapasztalhattuk. Az exponált szervek élettani funkciójának, az Izoflurán 
ismert metabolizmusának és organotoxikus hatásainak ismeretében, vizsgálataink az általunk 
várt eredményeket hozták. A c-myc és a p53 gének fokozott kifejeződését találtuk 3 órával az 
expozíciót követően hím egyedek lépében, veséjében, timuszában, nyirokcsomójában és a 
csontvelőjében. A máj érintettsége mindkét nemben megjelent. 
A többi szerv esetén is bizonyítást nyert, hogy a Ha-ras indukciója később kezdődik, mint a 
másik két vizsgált géné. A tüdő, mely legfőbb célszervként szerepel az inhalációs 
anesztetikum expozíció „kereszttüzében”, hasonló mintázatú génkifejeződési reakciót 
mutatott, mint a máj és a lép. A timusz, a csontvelő és a paraaortikus nyirokcsomó vizsgálata 
során több hasonló következtetést sikerült levonni. A három említett szerv immunrendszerben 
betöltött fontos szerepe és néhány ponton hasonló szövettani tulajdonságai magyarázatul 
szolgálhatnak az eredményeinkben bemutatott párhuzamos eltérésekre. A két nemben észlelt 
különbség hátterében a neurohormonális különbségekből fakadó eltérések szerepe 
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feltételezhető, melyek érinthetnek a DNS repair aktivitás szabályozásában és a jelátviteli 
szabályozásban is szerepet játszó géneket. 
A gyulladásos markerek vizsgálatára tervezett kísérlet eredményeiben 1 órás expozíciót 
követően a CBA/Ca egerek vese szöveteiben fokozott kifejeződést mutattak az egyszálú DNS 
károsodást jelző GADD45α és a vele párhuzamosan aktiválódó, a károsodott DNS tartalmú 
sejtek apoptózisát serkentő MAPK8 gének, míg a sejttúlélést serkentő, antiapoptotikus hatású 
NFƙB csökkent kifejeződést mutatott. A tüdőben ezzel szemben 120 perces Izoflurán 
narkózist követően az NFƙB gén fokozott expressziója és a GADD45α, valamint a MAPK8 
csökkent expressziója volt észlelhető. Kísérletünkből kiderült, hogy az Izoflurán expozíció, 
jelentős mértékben befolyásolja a DNS károsodás következtében aktiválódó és a 
programozott sejthalál szabályozásában résztvevő géneket is. 
 
Az általunk tervezett kérdőíves felmérés a dolgozók daganatkialakulási valószínűségét ugyan 
nem volt képes monitorizálni, azonban a szubjektív panaszok megjelenése szignifikáns 
összefüggést mutatott az Izoflurán expozícióval. A megkérdezett dolgozók körében több 
olyan szubjektív panasz is volt, melyet nem lehetett bizonyíthatóan az inhalációs 
anesztetikum hatásának betudni, azonban volt olyan eltérés, például a hörgő irritáció és a 
nyálkahártya irritáció tekintetében, amely szignifikánsnak mutatkozott. A hörgő-rendszer és a 
nyálkahártya krónikus irritációja, esetleg eróziója, más ágensek esetében bizonyítottan 
malignus elfajulás origói lehetnek, így az Izoflurán mint irritatív anyag, ilyen jellegű 
mellékhatásával, tartós expozíció kapcsán gondolni kell. A kérdőívek feldolgozása után 
jogosan vetődik fel az az igény, hogy a „láthatatlan” elváltozásokat, hogyan lehet időben, 
rutinszerűen végzett biológiai monitorizálással szűrni, ezzel jelentős alapot adva a preventív 
szemléletnek. 
 
 
Javaslatok a műtői munkahelyi biztonság növelésére, a biológiai 
monitorizálás 
 
 
A disszertáció célja többek között az volt, hogy amennyiben bizonyíthatóvá válik az, hogy a 
műtői altatógázoknak, így a mai magyarországi gyakorlatban leggyakrabban használt 
Izofluránnak, van bármilyen egészségkárosító hatása, az hogyan bizonyítható, illetve 
léteznek-e olyan károsodást jelző korai biológiai markerek, melyek akár rutinszerűen 
mérhetőek lennének. 
Ahogy az eddig elvégzett vizsgálatokból kiderült, a halogénezett anesztetikumok okozhatnak 
testi és szellemi fáradtságot, fejfájást, légúti és nyálkahártya irritációt, bizonyítottan negatív 
hatással vannak a kognitív és memória funkcióira. A műtőben töltött idő, az inhalációs 
narkózisok frekvenciája és a munkaévek között is lehetett összefüggést kimutatni az említett 
panaszok tekintetében. A félévente rendszeresen elvégzendő, kötelező munkaegészségügyi 
szűrővizsgálatot sajnos nem minden munkáltató biztosítja, illetve kéri számon 
alkalmazottaitól, pedig ezzel a laboratóriumi eltérések megjelenése, humán kérdőíves 
vizsgálatunk eredményei szerint 50%-al csökkenthető lenne. 
A munkaegészségügyben előírt, rutin fizikális és laboratóriumi vizsgálatok nem jelzik időben 
a fokozott anesztetikum expozíció egészségkárosító hatását.  
Érzékeny paraméternek tűnik azonban a vizeletben kimutatható anorganikus fluorid szint. 
A fluorid vonatkozásában a biológiailag tolerálható értéket 4,0-7,0 mg F- per gram 
kreatininben határozták meg. 
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Az anorganikus fluorid mérése ionszelektív elektróddal történik, eredménye 2-3 perc után 
leolvasható, melyet egy kalibrációs görbe felhasználásával végül F-/g vizelet kreatininben 
fejezhetünk ki. 
Magyarországon az Országos Munkahigiénés és Foglalkozás Egészségügyi Intézet képes 
ilyen vizsgálat elvégzésére. A határértéket jelentősen meghaladó pozitív lelet esetén a 
vizsgálat ismételt elvégzésére a dolgozó csökkentett műtöi altatógáz expozíciója után kerülne 
sor.  
Megismételt pozitív lelet esetén kromoszómális eltéréseket, mutációs analízist és testvér 
kromatid kicserélődés vizsgálatának elvégzését javasoljuk. Ha genotoxicitás ezek alapján 
felmerül, akkor onko/szupresszor, gyulladásos és apoptotikus gének PCR technikával történő 
vizsgálatát lenne ajánlatos elvégezni. Ezt natív vérből nyert fehérvérsejt, illetve limfocita 
izolálás után, vagy bronchus váladékból nyert makrofágokból, molekuláris biológiai 
laboratóriumokban rövid idő alatt elvégezhető. Ezeknek a laboratóriumoknak a kiépítése és 
fejlesztése egyéb molekuláris epidemiológiai és népegészségügyi szempontból is kívánatos 
lenne. 
A korai biológiai hatást jelző molekuláris epidemiológiai markerek vizsgálata lehetőséget 
nyújt arra, hogy egy munkahelyi, esetünkben műtői expozíció, figyelembe véve az 
epigenetikai tényezőket is, okoz-e az általunk vizsgált kulcsgének esetében expresszió 
változást. A karcinogenezisben az általunk állatkísérletben vizsgált c-myc, p53, Ha-ras, 
NFƙB, GADD45α és MAPK8 gének emberben is ugyanolyan fontos szereppel bírnak. Mivel 
ezek egyszeri vér-mintavétel után vizsgálhatóak, így a molekuláris epidemiológiai vizsgálat 
olyan kockázat becslő eljárássá válhat, amely alapján a korai karcinogén hatás génszintű 
megjelenése és az esetlegesen később kialakuló tumorok közötti összefüggések 
bizonyíthatóak és a daganatok kialakulása a munkahelyi expozícióból történő kiemeléssel 
megelőzhetőek. Pontos vizsgálat elvégzése után szóba kerülhet kemoprevenció vagy 
immunprofilaxis a daganat-megelőzés céljából. 
 
Összefoglalás, új megállapítások 
 
 
1., A műtőkben dolgozók inhalációs anesztetikum expozíciójának mérésére több lehetőség áll 
rendelkezésre. Ezek részben ismertek, azonban kevésbé alkalmazták eddig Magyarországon. 
Ez a hiányos jogszabályi háttér, illetve a munkáltatók és munkavállalók nem kellően gondos, 
egészség- és környezetvédelmet gyakran hanyagoló viselkedéséből adódik. 
2., Az Izoflurán, mint leggyakrabban alkalmazott inhalációs anesztetikum organotoxicitását 
magyarázó modellek a küszöbértéket sokszorosan meghaladó expozíció után alkalmazhatóak. 
Vizsgálatunk olyan biológiai monitorizálási lehetőséget mutat be, mely tartós küszöb alatti 
dózisok akár rövid ideig tartó alkalmazása esetén, a legérzékenyebb apoptotikus, 
antiapoptotikus, onko és tumorszupresszor gének szintjén képes a károsító ágens egészségre 
kifejtett hatását jelezni. 
3., Két, egymástól technikailag eltérő, de molekuláris epidemiológiai szempontból egyaránt 
fontos kísérletsorozatunkkal először bizonyítottuk, hogy a daganatok kialakulásában és a 
programozott sejthalálban kulcsszerepet játszó gének expressziója az Izoflurán hatására több 
vizsgált szervben is megváltozik. Ez azt jelenti, hogy az Izoflurán krónikus, akár határérték 
alatti expozíciójának kitett, műtőben dolgozó szakemberek érintettek, és emiatt fokozott 
munka-egészségügyi kockázatnak vannak kitéve. 
4., A munkakörülményeket, a dolgozók műtői tevékenységét és az ezzel összefüggésbe 
hozható szubjektív panaszok kialakulását és a laboratóriumi értékekben tapasztalt eltéréseket 
kérdőíves módszerrel vizsgáltuk. Szignifikáns eltérések azok között jelentkeztek 
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bizonyíthatóan, akik napi rendszerességgel kerülnek kapcsolatba altatógázokkal, és megérzik 
annak illatát. Ilyen szignifikáns eltérés volt az altatógáznak betudható hatás, a fáradtság, 
álmosság, lassú vagy gyors szívverés, nyálkahártya irritáció, nyugtalanság. A napi 8 óránál 
több időt altatógép mellett tartózkodó dolgozók közül több panasz kialakulásának 
esélyhányadosa jelentősen emelkedett, bár nem volt szignifikáns. Ilyen tünet a fejfájás, 
fáradtság, álmosság, légszomj, nyugtalanság, remegés, szédülés, halálfélelem, nyálkahártya 
irritáció és az ájulásérzés. 
5., Kísérleteink során a c-myc és Ha-ras onkogének, illetve a p53 tumor szupresszor gén 
fokozott kifejeződését igazoltuk több vizsgált szervben, Izoflurán expozíciót követően. 
6., Az apoptózis gátlásában résztvevő NFƙB, az egyszálú DNS károsodására aktiválódó 
GADD45α és az apoptózist indukáló MAPK8 gének expressziója tüdőben, májban és vesében 
a vizsgált inhalációs anesztetikum hatására szignifikánsan megváltoztak. Ez azt igazolja, hogy 
az Izoflurán expozíció jelentősen befolyásolja a DNS károsodás következtében aktiválódó és 
a programozott sejthalál szabályozásában fontos szerepet játszó géneket is. 
7., Kísérleteink elvégzése után, az ismert eredmények birtokában arra kell felhívnunk a 
figyelmet, hogy a műtőben dolgozók fokozott munkahelyi ártalomnak, altatógáz expozíciónak 
vannak kitéve, melynek csökkentése technológiai változtatásokkal, munkafolyamatokat érintő 
eljárásrendek bevezetésével lehetséges és szükséges.  
8., Az aneszteziológiai munkakörben dolgozók biológiai monitorizálására ajánlott vizsgálati 
sorunk első eleme a vizeletben mérhető anorganikus fluorid tartalom meghatározása. A 
határértéket meghaladó eredmény esetén a vizsgálat megismétlése javasolt, a dolgozó 
expozícióból kiemelése után. Ezt követően kromoszomális eltérések bizonyítása, mutációs 
analízis, testvérkromatida kicserélődés, mint a genotoxicitást igazoló eltérések vizsgálata 
szükséges, melyet a kísérleteinkben használt onko/szupresszor, gyulladásos, apoptotikus és 
antiapoptotikus gének PCR technikával történő vizsgálata tesz lehetővé. 
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Introduction 
 
Inhalation anesthetics are used from decades in anesthetic surgical procedures. During the last 
decades anesthetically instruments have been upgraded significantly and inhalation narcotics 
became much safer to use. However, the exposure and possible health damage of the staff 
working in operation theatre, remains object of study until recent times. Our study focuses on 
the gene expression with possible effect of carcinogenesis and apoptosis of this very common 
anesthetic agent the Isoflurane. For our experiments we used animal models. We tried to 
prove that constant use of anesthetic gases in operating theatre can cause individual   
complaints and chronic diseases. The aim of our investigation is to increase workplace 
prevention, safety and to decrease exposure.  
Observing the metabolism and toxicology of Isoflurane, we can understand supposed gene 
expression and molecular changes, and the possible connection of them with carcinogenesis. 
 
 
Properties of Isoflurane, metabolism and toxicity 
 
The Isoflurane itself is a non flammable liquid, can be dosed by vaporisator, a common 
anesthetic narcotic. 1 cloro-2,2,2 trifluroetildiflurometil ether. Isoflurane is a clean non 
colored stabile liquid do not contain chemical stabilizers or any other additives. It has a 
pungent odor.  
The molecular structure of Isoflurane is very stabile, thanks to three fluor atoms present on 
the terminal ethyl carbon atom. It is hard to enter in chemical and physical reactions, does not 
react with metal and it is stabile in soda lime and ultraviolet light. In comparison with the 
Halothane base molecule the Isoflurane has the chlorine atom exchanged with fluor atom 
resulting in the reduction of blood/gas partition coefficient. As a result we have a rapid 
anesthesia and a quick elimination. The uncommon nephrotoxicity and hepatotoxicity is a 
result of the acetylation protein, caused by trifluoroacetic metabolite. Isoflurane passes 
through the microsomal defluorination, catalyzed by the P450 2E1 cytochrome enzyme. 
Released ionic and non ionic products are responsible for DNA damage and other biological 
effects of lipid peroxidation, antioxidant depletion and formation of adducts.  
Metabolization of Isoflurane is relatively low in the human organism.  
A low level of 0,17% can be found in form of metabolite in the urine during the post operative 
period.  
Thanks to a minimal bio-transformation and low blood/gas coefficient of Isoflurane, the 
amount held back of the substance in adipose tissue after anesthesia is transformed in 
intermediary and toxic metabolites.   
Metabolism of Isoflurane is catalyzed by the CYP2E1. The process produces a collateral 
product trifluoride-acyl ester difluorometil; this product enters in reaction with water and 
decomposes in trifluoride acetic acid and non organic fluorides. 
The trifluoro-acil-difluoro-metil ester and the trifluoroacetate are capable through the CF3CO 
metabolite hapten to do a covalent binding with the proteins containing lysine of the liver. 
This process produces an altered protein, causing an immune reaction. This mechanism 
occurs in the formation of hepatitis. Production and selection of the metabolites is done by the 
lung and kidneys. The general peak concentration of the non organic fluoride of the serum is 
less than 5 µmol/l. Peak values are present generally after 4 hours of the anesthesia, after 24 
hours we can find normal values. More less 50 µM/L is a necessary level of fluoride to cause 
an acute nephrotoxicity. 
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Aspects of molecular epidemiology  
 
Molecular epidemiology is looking forward to understand connections especially early 
connections between exposure and clinically manifesting diseases using tools of the modern 
molecular biology.  
Standard workplace safety procedures and their legal background in connection with clinical 
exposure to clinical anesthetic gases are deficient in Hungary. It is very important to monitor 
potential biological effects of the agent of exposure, using molecular epidemiological 
markers, in order to have an early feedback. In order to produce a standard working 
workplace and staff protection procedure, we need to run all necessary animal experiments 
and find the early biological markers. It is obvious in the case of inhalation anesthetics 
especially when the organism is in stressed situations, to examine onco suppressor key genes.   
The method can be used to evaluate appropriate both genetic factors (physical, chemical, 
biological) and individual factors of sensibility of the organism (genetic, epigenetic 
immunological, nutritional). In consequence we can evaluate mechanism of action of some 
infectious and chronic non-infectious diseases.  
Existent data in literature about Isoflurane, focuses on ambient concentrations and present of 
metabolites in the organism, describing internal dose of the compound. Examinations about 
genotoxicity of the compound (examination of chromosome aberrations comet-assay, use of 
sister chromatid exchange) describe the biologically effective dose and early biological 
impacts of Isoflurane. 
In our experiments we will demonstrate possible changes in expression of onco/suppressor 
key genes and also changes in function of the inflammatory signal transmission systems. We 
analyze connections between the early biological effects of Isoflurane and manifestation of 
disease (inflammations, dysplasia). Our results make possible, revealing feedback reactions of 
early biological markers, a preventional, precise and standard biological monitoring system 
for occupational health purposes. 
 
Objectives 
 
Many examinations of inhaled anesthetics attempted to clarify organotoxicity of the 
anesthetics. It is difficult, however to establish long-term health consequences with such 
regular and long-term exposure and below threshold dose, in the vast majority of cases there 
is no obvious organotoxic effect.  
During our investigations using methods of molecular epidemiology, we studied onco and 
suppressor genes commonly activated in human tissues, and in inflammatory processes, 
specially the expression of key genes. These genes can be detected at a below threshold 
exposure and interpreted as potential biomarkers in the process of multistage carcinogenesis. 
Our examinations of the gene expression is based on constant use of inhalation anesthetics, 
specially of the exposed population, primarily of staff working in operating theater and 
chronic patients operated several times, risks of tumor development and to identify 
individuals with increased risk factors. The analysis of the tissue specific gene expression 
patterns give a real possibility to describe the most exposed organs. 
Our experiments had been conducted using Isoflurane a very commonly used inhalation 
anesthetic agent which has the lowest organotoxical character.      
Using our experimental method we can detect the significant risk, caused by high or below 
threshold but chronical exposure. Using tools of the primary prevention such as increased 
controls and use of work hygiene regulations we can efficiently decrease and prevent the 
health damage caused by high exposure to Isoflurane or any other inhalation anesthetics.  
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Study plan 
 
1., We planned to evaluate effects on gene expression „in vivo” in animal experiments of 
Isoflurane, regarding the expression of genes p53, c-myc, Ha-ras. We used H-2
k
 haplotype, 
CBA/Ca mice, sensibilized to chemical carcinogens. 
2., We tested the effects of Isoflurane in the expression of GADD45α, an indicator of single-
stranded DNA damage, NFƙB, which has a major rule in the regulation of apoptosis and 
MAPK8 genes in samples taken from the organs of CBA/Ca   H-2
k
 mice. 
3., We conducted a human questionnaire survey to collect statistical data, regarding possible 
health status consequences of exposure to inhalation anesthetic gases, formation of possible 
somatic and neuro-endocrine diseases, occurrence of cognitive changes.  
 
In our study we try to demonstrate that below threshold dose of Isoflurane in chronic exposure 
may be damaging health conditions of employees working in operating theater and this fact 
can be monitored. It is crucial to raise awareness about the treatment of anesthetic gases, work 
safety deficiencies in legislation and procedures, propose technological improvements, 
increase control and solidify work safety procedures.  
The most important aspect of the present thesis is the primary prevention using methods of 
molecular epidemiology, description of the importance and methodology of bio-monitoring.  
 
Materials and methods 
 
Planed experimental animal model for the characterization of genomic 
effects of Isoflurane 
 
In our experiments we used five weeks old CBA/Ca H-2
k 
haplotype mice sensibilised to 
chemical carcinogens. The average weight of the animals where about 20-23,5g. The CBA/Ca 
mice substrain is a commonly used experimental animal for the test of the formation of 
tumors in mammals. These mice are in the histocompatibility substrain as H-1
a
, H-2
k
 and H-3. 
The CBA/Ca mice are commonly used in the research of leukemia, since they are sensible to 
chemical agents, and they present a low level of spontaneously manifesting leukemia. 
Our experiments have been conducted in the University of Pécs, Institute of Public Health 
Medicine, in laboratory conditions, at normal room temperature, at an average humidity level, 
at 1014 hPa atmospheric pressure. 
In our „short-term” animal experiments we focused on the effects of Isuflurane on onco and 
tumorsuppressor genes, like c-myc, Ha-ras, p53, GADD45α as an indicator of single-stranded 
DNA damage, NFƙB having a major rule in the apoptosis, and the MAPK8 genes. 
After a 1 hour long exposure to Isoflurane, inhaled at the concentration of 2 percent, the test 
animals were divided in groups containing 6 mice, the autopsy where conducted in 3 specific 
time. Examined organs where extracted after 3, 24 and 48 hours of the termination of 
anesthesia. Samples where isolated and tested separately from the body of male and female 
animals. We tested samples from seven preselected organs, from the liver, lung, spleen, 
kidney, bone marrow, lymph nodes, thymus, looking for the exposure of the onco genes  
c-myc and Ha-ras, and in the suppressor gene p53. We conducted a numerical and a bar graph 
analysis. In the control group we tested gene expression after 1 hour of exposure at 100% 
oxygen, of 6-6 male and female animals.  
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In the Isoflurane group measured gene expression changes where expressed in β aktin percent, 
the results were divided with the results of the control group, resulting in a difference ratio 
between the two groups. For the calculation of significance we used a two taled two sample 
equivalent variance t test.  
During the following test we separated 6 different groups. In the case of three groups we 
inducted a 1 hour long Isoflurane narcosis, and for three groups we doubled the exposure time 
to two hours. Concentration of Isoflurane during this test was also calibrated at 2%. In the 
case of both genders we performed the autopsy after 6 hours from the end of the exposure for 
the first group, and 12 hours after the end of the anesthesia for the second group. Animals 
belonging to the control group, were exposed to 2l/min oxygen flow for 1 and 2 hours (1-1 
group per gender).  
During autopsy lung, liver and kidney where removed. We isolated high purity total RNA 
from tissue samples of the extracted organs. High purity total RNA was used in quantitative 
real-time PCR through Light Cycler instrument. We used an amplification kit to determine 
absolute mRNA content of the tissues for GADD45α, NFƙB1, MAPK8 and HPRT in relation 
to the relevant absolute nucleic acid content of mRNS. All PCR reactions where done in three 
technical replicates, in three different running cycles. We averaged the obtained results by 
tissues and by genes as well.  
 
 
Studies based on human questionnaires 
 
Taking under observation the Hungarian reality of the workplaces and operation theatres, as 
well as the standards methods of anesthesia we can observe a variety of differences. In our 
experiment we collected questionnaires from staff working in anesthesia in different 
institutions in order to comprehend all the possible subjective signs and also examine test 
results of the staff, looking for possible signs and symptoms of continuous exposure to 
anesthetic gases used in operation theatres. We focused on the possible differences in work-
safety checkups of employees and their regularity in different institutions. Questionnaires 
have been taken from multiple institutions, from the Department of Surgery I. of the 
Semmelweis Medical University, Budapest, from the Department of  Neurosurgery and 
Pediatric Surgery of the Medical University of Pécs, from the County Hospital of Baranya, 
from the Hospital Józsa András of Nyiregyháza, from the Central Department of 
Anesthesiology and Intensive Care of the Teaching County Hospital of Borsod-Abaúj-
Zemplén, from the Central Department of Anesthesiology and Intensive Care of the Erzsébet 
Hospital, Sátoraljaújhely, and from the Hospital of the City of Kazincbarcika. 
For the evaluation of the questionnaires we used MS Office Excel 2007 and IBM SpSS 
Statistics.  
 
Results 
 
Results of test of gene expression of mRNA  
 
Graphs made from the analysis of the exposure to Isoflurane and oxygen where demonstrated 
alongside each other for a better comprehension. Females and males are shown 
simultaneously. Figures shown in the dissertation are containing four independent graphs. 
(Figure 1-2)  We compare the onco suppressor gene expressions isolated from the seven most 
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exposed organs like liver, spleen, lung, kidney, thymus, lymph nodes, bone marrow, which 
either are involved in the metabolism of the anesthetic gas or have a relevant function.  
Examining the organotoxicity of inhalation anesthetics, the involvement of the liver is a 
proved fact; consequently Isoflurane can cause liver damage even at the point to cause 
hepatitis. Involvement of the liver is clearly and significantly represented in our examinations. 
(Figure 1.)   
 
 
 
     Figure 1. 
c-myc, Ha-ras and p53 gene expression, in percent of β-actin level,  
after 1 hour of exposure to Isoflurane, and  1 hour 100% oxygen inhalation, in the liver of 
CBA/Ca mice 
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As we supposed in the planning of the present investigation, we found significant and major 
discrepancy in relation to the over expression of the onco suppressor genes in lung, which is 
the most exposed organ to inhaled anesthetic gases. (Figure 2.) 
 
 
 
 
 
Figure 2. 
c-myc, Ha-ras and p53 gene expression, in percent of β- actin level,  
after 1 hour of exposure to Isoflurane, and  1 hour 100% oxygen inhalation, in the lung of 
CBA/Ca mice 
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Test results of gene expression of the inflammatory markers  
 
Data obtained after a period of 1 and 2 hours of exposure to Isoflurane has been compared 
with data coming from the control group. We did examine singular genes one by one and also 
the gene expressions of genes NFƙB, GADD45α and MAPK8 between each other.  
After an exposure to Isoflurane for a period of six hours we noticed in lung and renal tissue a 
significant change in all three gene expressions in comparison with the control group. In the 
case of NFƙB after 2 hours, while in the case of GADD45α and MAPK8 1 hour of exposure 
was enough to obtain significant results in samples taken from lung tissue. After six hours of 
exposure to Isoflurane, the expression of NFƙB in lung increased to reach double level, 
compared to the results of the control group in the groups exposed for 2 hours (times 2,09, 
p=0,0025). Expression of GADD45α and MAPK8 compared to the control group resulted in a 
significant decrease in the group exposed for 1 hour to Isoflurane. In the case of the 
GADD45α after 12 hours the difference was times 0,27, p=0,0053, while in the case of 
MAPK8 gene after 6 hours times 0,42, p=0,027, after 12 hours times 0,49, p=0,035. On the 
other hand we can observe the exact opposite results in kidney tissue. After 6 and 12 hours the 
expression of NFƙB was decreased, compared to the control group, and this reduction was 
significant in tissue samples taken from the two hours exposed groups in both autopsies 
conducted in different moments. Over expression of GADD45α can be observed in the kidney 
after 1 hour of exposure to Isoflurane, as well as the expression of MAPK8 increased 
significantly, in the case of those animals whose autopsy was conducted 6 hours later, 
counting from the end of the 1 hour exposure (times 3,47, p=0,015). The expression of the 
gene GADD45α in kidney after 1 hour of exposure, but removed 12 hours later was expressly 
high, without reaching the level of significance.  
In our experiments the expression of GADD45α and MAPK8 were resulted often parallels, 
while NFƙB several times shows the opposite gene expression results. 
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The gene expression of NFƙB which regulates the cell survival by the inhibition of the 
apoptosis, in the samples taken from the lung - the most exposed organ to Isoflurane - after 6 
hours from the end of the narcosis was increesed in both groups compared to the results of the 
control. After two hours of exposure, levels were elevated to more than twice, which was 
significant. (p=0,0025). (Figure 3.) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. 
NFƙB expression in Hprt ratio, after 2 hours of exposure to Isoflurane 2%, and after 2 hours 
of inhalation of oxygen 100%, from sample taken in autopsy conducted in the interval of  6 
and 12 hours, from liver, lung and kidneys of CBA/Ca mice 
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Examination of the GADD45α gene - which is activated by the damage of the single-stranded 
DNA – resulted in opposite changes from the experienced in case of the antiapoptotical gene 
NFƙB. (Figure 4.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. 
GADD45 expression in Hprt ratio, after 1 hour of exposure to Isoflurane 2%, and after 1 
hour of inhalation of oxygen 100%, from sample taken in autopsy conducted in the interval of  
6 and 12 hours, from liver, lung and kidneys of CBA/Ca mice 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 
0,5 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
3,5 
4 
6 h 12 h 6 h 12 h 6 h 12 h 
Oxygen 
Isoflurane 
GADD45α 1 hour exposure 
Lung Liver Kidney 
HPRT % 
* 
* 
11 
 
Gene expression pattern of the MAPK8 - which indicates apoptosis and is in tight signal 
transmission with GADD45α – is in several points similar to the results produced by 
GADD45α. (Figure 5.) 
 
 
 
Figure 5. 
MAPK8 expression in Hprt ratio, after 1 hour of exposure to Isoflurane 2%, and after 1 hour 
of inhalation of oxygen 100%, from sample taken in autopsy conducted in the interval of  6 
and 12 hours, from liver, lung and kidneys of CBA/Ca mice 
 
 
Statistical evaluation of human test questionnaires 
 
After collecting the completed questionnaires, we evaluated 104 questionnaires.  From the test 
subjects 27 were men, 75 were women 2 people did not specify any gender. Average age were 
41 years. Regarding their positions 59 of them were doctors or residents, 44 of them were 
anesthetic assistants.  
From the human test pool, 31 people (29.8%) works in this current role from less than 5 years, 
37 (35,5%) works in anesthetic role from more than 20 years.  
One person gave the answer of working in average less than 1 hour a day in operating theater. 
Six people indicated (5,76%) a time frame of  1 to 4 hours, and 52 people answered to work 4 
to 8 hours in operating theater. 37 of them (35,57%) works from 8 to 12 hours and six people 
(5,76%) answered to work even more than 12 hours a day in operating theater close to an 
anesthetic machine. In the process of creation of the questionnaires we focused on the 
following problems. Connections between some subjective complaints and exposure time in 
operating theater to anesthetic gases and number and ratio of inhalation anesthesia, measured 
distance from anesthesia apparatus, measured distance from floor level. Generally we tried to 
understand how these factors alter health status and possible laboratory abnormalities.  
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Discussion 
 
Cells react to environmental impact with series of intracellular molecular reactions, from one 
side to maintain unchanged their physiological functions, from the other side to compensate 
all functional structural damages caused by the environmental conditions. Molecular 
epidemiological research and investigations of the environmental exposure, carcinogenic 
agents and other stress factors are in place from decades at the Institute of Public Health of the 
Faculty of General Medicine of the University of Pécs. An in vivo animal experiment has 
been developed to examine to evaluate potential carcinogenic effects and factors of our 
environment, workplace, and nutritional habits. With the use of the „short-term” test system 
became possible to detect changes of gene expressions some hours after the exposure. The 
onco suppressor genes c-myc, Ha-ras and p53 selected by us and sensible changes of gene 
expressions of apoptotic and inflammatory markers proved in our examination, that the early 
biological markers are able to monitor the environmental exposure influencing carcinogenesis 
and demonstrate changes of cellular functions.    
In order to evaluate and comprehend our results in a proper way, we have to understand all 
these complex regular mechanism, cascades and signal transmission systems, which are 
influenced by those proteins which are coded by the genes we examined. Over-expression of 
genes usually generate intensification of protein synthesis, other times they generate apoptosis 
or on the contrary they have anti-apoptotic influence.  
 
In our experiments we examined the changes of the expression of c-myc and Ha-ras key 
genes, the p53 suppressor gene, the NFƙB which regulates cell survival by inhibition of the 
apoptosis, GADD45α activated as a consequence of single stranded DNA damage and the 
MAPK8 which is in a tight signal transmission conjunction with GADD45α and inducts 
apoptosis, after exposure to Isoflurane in CBA/Ca mice. After inhalation anesthetics 
exposure, so particular and extensive study of the molecular aspects of genes coding proteins 
in connection with carcinogenesis has not been done yet. 
In females we can find early manifestations of over-expression in spleen and bone marrow. 
After examinations increased gene expressions were present in both genders after 24 hours of 
Isoflurane exposure in almost every examined organ. In the same examination point we can 
observe the over-expression of the onco gene Ha-ras in few organs in both genders. Our 
experiments conducted to results expected by us, regarding the physiological functions of the 
exposed organs, and the metabolism of Isoflurane, knowing the organotoxic effect of the 
anesthetic gas. We found over-expressions of c-myc and p53 genes after 3 hours of the 
exposure in the spleen, kidney, thymus, lymph node, bone marrow of male animals. 
Influences in the liver were present in both genders. In the other organs we proved that the 
induction of Ha-ras begins later than in the case of the other two examined genes. 
The lung, which is the main target organ in the „crossfire” of the inhaled anesthetics, shows a 
similar gene expression pattern like in the liver and in the spleen. We could deduct similar 
conclusions after the examination of the thymus, bone marrow and para-aortic lymph nodes. 
The key role in the immune system and in some aspect similar histological properties can 
provide explanation to the parallel dissimilarities in our results. The noticeable difference 
between the two genders could arise from the neurohormonal difference, which can affect the 
regulation of DNA repair activity and genes taking part in signal transmission.    
 
In the result of our planed experiment to test inflammatory markers, after 1 hour exposure in 
kidney tissue of CBA/Ca mice we found an increased expression of  GADD45α which gene 
signals damage of single-stranded DNA and the paralelly activating MAPK8 which stimulates 
the apoptosis of the cells containing damaged DNA. At the same time the NFƙB - which 
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stimulates cell survival and has an antiapoptatic effect – showed a decreased expression. In 
contraposition in the lung after 120 minute of Isoflurane narcosis we could observe that the 
expression of  NFƙB gene had been increased and the expression of GADD45α and MAPK8 
genes have been decreased. As a conclusion of our experiment we can deduct, that the 
exposure to Isoflurane influences in a significant degree the genes activating as a consequence 
of DNA damage and also the genes regulation of apoptosis.  
 
Our survey based on human questionnaires was unable to monitor the carcinogen probability 
of the staff working in operation theater, but the manifestation of subjective complaints 
correlated in a significant way to exposure to Isoflurane. There were some subjective 
complaints by the part of the interviewed staff; these cannot be accepted as a consequence of 
inhalation anesthetics. There were also some significant variations such as bronchial irritation 
and mucous membrane irritation. Chronic irritation and possible erosion of the bronchial 
system and the mucous membrane are in the case of other agents proved origin of malignant 
degeneration. In the case of Isoflurane - which is an irritant substance - we also need to take in 
consideration such side effects after a durable exposure to the substance. After the evaluation 
of the questionnaires, we can see an emerging need to monitor and screen the “invisible” 
deviations in time, with standard methods, with preventive approach which has to be 
amplified and introduced. 
 
 
Proposals to increase workplace safety in operating theater and   
biological monitoring 
 
Our task with the present investigation was amongst other to discover possible health 
damaging consequences of the use of inhalation gases and especially the commonly used 
Isoflurane. We tried to prove such consequences and discover early biological markers that 
can be monitored in a standard way.  
We seen from the results of the tests, which halogenized anesthetics can cause physical and 
psychological tiredness, headache, respiratory tract and mucosal membrane irritation. Use of 
such gases has negative consequences on cognitive memory. In relation to the above 
mentioned complaints we can observe a strict correlation between the time spent in operating 
room and the frequency of inhalation anesthesias, the number of active years of service. Not 
every employer obligates workers to a half-yearly occupational health screening, as a result of 
our human questionnaire based survey, we see that with regular screenings, occurrence of 
laboratory alterations can be decreased by 50%.    
Standard physical examinations and laboratory tests of occupational health department are 
insufficient to indicate adverse health effects of increased exposure to anesthetic agents.  
However, presence of inorganic fluoride level in urine can be a sensitive parameter.  
The biologically tolerable value of fluoride is accepted from 4.0 to 7.0 mg F
-
 per gram of 
creatinine.  
The measurement of inorganic fluoride is made with ion-selective electrode; the results can be 
read after 2-3 minutes, finally followed by use of a calibration curve, expressed in F/g 
creatinine in urine. 
In Hungary, the National Institute of Labour Hygiene and Occupational Health is able to carry 
out such investigation. In case of a positive finding well above threshold, the examination has 
to be done again, after a reduced exposure to anesthetic gases.  
In case of repeated positive findings we recommend a test of chromosomal abnormalities, 
mutational analysis and sister chromatid exchange. If genotoxicity is possible, we recommend 
to use PCR technology in the examination of onco/suppressor genes, as well as the 
14 
 
examination of inflammatory and apoptotic genes. This examination can be conducted 
relatively quickly in molecular biology laboratories, from leukocytes and lymphocytes 
isolated from native blood samples, or from macrophages derived from bronchial secretion. It 
would be desirable to set up and develop such laboratories also from the point of view of 
public health and molecular epidemiology. 
Examination of early biological markers is determinant to evaluate changes of key gene 
expression in the workplace environment, in our case exposure in operating room, taking into 
account epigenetic factors as well. The genes c-myc, p53, Ha-ras, NFƙB, GADD45α and 
MAPK8A are examined by us in animal experiments, they have a relevant role not just in 
animals but also in human carcinogenesis. These genes can be tested with a single blood 
sample; the molecular epidemiological test can become a risk estimation process, in which the 
possible relationship between early effects of carcinogenic genes and the formation of 
consequent tumors not just can be proved, but also prevented, minimizing occupational 
exposure. After accurate testing chemoprevention and immunoprophylaxis can be considered 
in tumor prevention. 
 
Summary and new findings 
 
1., We have several options to measure exposure to inhalation anesthetics of staff working in 
operating room. These methods are well known but less commonly used in Hungary until 
recent times. Possible causes of this situation are the insufficient legal background, employers 
and employees are not sufficiently careful, health and environmental protection is often 
overlooked. 
2., Models describing organotoxicity of Isoflurane – the most commonly used inhalation 
anesthetic – can be used, in case of an exposure, that significantly surpass threshold levels. 
Our experiments describes a biological monitoring possibility - providing lasting, sub 
threshold doses, even for the shortest period of time – that can signal reported health effects of 
damaging agents, at the most sensitive level of apoptotic, anti-apoptotic, onco and tumor 
suppressor genes.   
3., We conducted two technically different, but under the epidemiological aspects equally 
important experiments, we first demonstrated, that gene expression of genes playing a 
significant role in formation of tumors and in the apoptosis, are changed in several tested 
organs, as an effect of Isoflurane. This means that chronic and even sub-threshold exposure to 
Isoflurane is an increased occupational health risk for professionals involved in operating 
theater.  
4., We evaluated - using a questionnaire-based method -  working conditions of staff working 
in operating theater their activities associated with the formation of subjective symptoms and 
observed differences in their observed laboratory values. Significant differences were 
observed among the people who came into contact with anesthetic gases on a daily basis.  
Significant differences were attributable to the effect of the anesthetic gas such as fatigue, 
drowsiness, slow or fast heart rate, mucosal membrane irritation, restlessness. In case of the 
staff working more than 8 hours a day close to an anesthesia machine the ratio of the 
development of a number of claims has increased significantly, although it was not 
statistically significant. Such symptoms are headache, fatigue, drowsiness, and shortness of 
breath, restlessness, tremor, and dizziness, fear of death, mucosal membrane irritation, and 
feeling faint. 
5., In our experiments we demonstrated the increased expression of c-myc, Ha-ras onco 
genes, and p53 tumor suppressor gene, in several tested organs, after an exposure to 
Isoflurane. 
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6., Expression of the genes NFƙB, - involved in inhibition of apoptosis - GADD45α – 
activated when single-stranded DNA damage occurs -  and MAPK8, - which inducts apoptosis 
– in samples from the lung, liver and kidney, is significantly changed as a consequence of 
exposure to the tested inhalation anesthetic. This demonstrates how exposure to Isoflurane is 
significantly affecting the activation of genes, which plays an important role in the regulation 
of apoptosis as a consequence of DNA damage.  
7., After our experiments and observing their results, we need to raise awareness about the 
increased exposure to anesthetic gases and other health damaging consequences of staff 
working in operating theater. Reduction exposure with technological and workflow policy 
changes is possible and necessary.  
8., For the biological monitoring of staff working in anesthesia we recommend as a first step 
to measure the inorganic fluoride content in the urine. If test results are exceeding threshold 
levels, we recommend running the tests again, after the discontinuation of the exposure of the 
employee to the agent. Subsequently, it is necessary to demonstrate chromosomal differences, 
to do a mutational analysis, sister chromatida exchange test. We need to test for genotoxic 
differences. We have to run tests based on PCR technique, about the expression of onco / 
suppressor, inflammatory, apoptotic and antiapoptotic genes.  
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